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1. 要約 
本研究では F1-ATPase(以下 F1)の触媒部位に結合している ATP の結合状態に着目することでまだ完全には 
決定していない F1 の回転スキームを解明することを目的としている。F1 の触媒部位へのヌクレオチド結合を 
測定するために β サブユニットの 341 番目に Trp を変異導入した。この変異に加え、MgADP 阻害に陥り 
にくくする変異や ATP 加水分解活性をほとんど持たなくさせる変異を導入した変異体でも実験を行った。 
これらの実験によりリン酸先抜けモデルを支持する結果が得られた。 
 
2. 導入 
F1はATPをADPとリン酸に加水分解し、回転する分子モーターである[1]。ATPを一回加水分解する度に 
γサブユニットが120°回転をする[2]。この120°の回転はATP結合とADP解離で引き起こされる80°の 
サブステップと ATP 加水分解とリン酸リリースにより
引き起こされる 40°のサブステップの足し合わせであ
る[3][4]。さらに、ある β サブユニットに ATP が結合 
した時の γ サブユニットの向きを 0°とすると、 
γサブユニットが200°の位置に来た時にATP加水分解
が起こる[3][4][5]。これらの結果から考えられた現在 
もっとも有力な回転スキームが図 2 のモデルである[6]。 
図 2 には 2 つのモデルが示されている。図２B はATP
を加水分解して出来たADPとPiの内、Piが先に解離す
るリン酸先抜けモデル(緑色のリン酸が解離)を表して 
おり、図 2Cは加水分解されて出来たADPとPiの内、
Pi が後に解離するリン酸後抜けモデル(水色のリン酸が 
解離)を表している。どちらのモデルにもそれを支持する
研究結果が報告されている [7][8]。そのため、F1-ATPase
の回転スキームは未だ決定していないと言える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図1 F1-ATPaseの模式図 
図2 F1の回転スキーム 
Adachi et al., Cell 130, 309(2007)より改変 
A：トラジェクトリの模式図。 
B：リン酸先抜けモデル：緑色のリン酸が解離する。 
C：リン酸後抜けモデル：水色のリン酸が解離する。 
3. Trp 変異体 
 F1の触媒部位へのヌクレオチド結合を測定するためにβサブユニットの341番目にTrpを変異導入した。Trp
を変異導入することで300 nm付近に励起光を与えると345 nm付近に蛍光を発する。しかし、βサブユニット
にヌクレオチドが結合するとヌクレオチドの塩基部分とTrpが相互作用するため、励起光を与えても蛍光を発し
なくなる。この性質を利用することで蛍光強度の変化(図2-1)からヌクレオチド結合を測定することが可能となる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. 先行研究と本研究 
 本研究を進めるにあたり我々は三留らが行ったTrp変異体
にあらかじめリン酸を結合させておき、そこにヌクレオチド
(ATP または ADP)を加えるという実験に着目した[9]。この
実験で、リン酸はADPの結合にはあまり影響を与えないが、
ATPが結合しにくくなるという結果が得られた。 
この結果から、三留らと逆の手順であらかじめ 
ヌクレオチド(ATPまたはADP)を結合させておき、リン酸を
後から加えた場合は図４のようになると考えられる。ADP
の場合は後から入れたリン酸の入り込む余地があり、リン酸
も ADP もマイナスの電荷を持つため反発し合い、ADP が 
解離すると考えられる。しかし、ATPの場合は後から入れた 
リン酸の入り込む余地がないため、ATP が解離することは 
ないと予想できる。三留らと逆の手順で実験をし、リン酸を
加えた後のヌクレオチドの解離の有無を観察した。 
 
図3 Trp変異体 
左：黄色の部分をトリプトファンに変えている。 
右：AMP-PNPがトリプトファンのインドール環と重なるように結合している。 
 
図4 結合へのリン酸の影響(予想図) 
左： ADPの場合。右： ATPの場合。 
赤いPiは後から加えたリン酸を表す。 
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5. 結果 
まず、Trpだけを変異導入した変異体F1(βY341W)を使い実験を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
実験を行う前の予想では ATP の場合、リン酸を加えても蛍光強度の上昇は起こらず、ADP ではリン酸を 
加えると蛍光強度の上昇が起こると予想していたのだが、どちらもリン酸を加えることで蛍光強度の上昇が 
みられた。ATPの場合の蛍光強度の上昇はF1に結合したATPがADPとPiに加水分解され、生成物であるADP
がリン酸によって外されているからだと考えられる。このことを確かにするため基質を加水分解しない 
ATPアナログのAMP-PNPにし、実験を行った。F1に結合したAMP-PNPはリン酸によりほとんど解離しない 
という結果が得られた。 
 F1 (βY341W)では基質を AMP-PNP に変え、加水分解しないようにした。次は基質ではなく、F1 に変異を 
加え、加水分解活性をほとんど持たない F1 (βY341W・βE190Q)を用いて実験をした。この変異体を使用 
することで、ATP結合へのリン酸の影響を測定することが出来る。この実験により、F1に結合しているADPは 
リン酸によって解離するが、ATPはほとんど解離しないことがわかった。 
 本実験で見られたリン酸による ADP の解離がMgADP 阻害状態に陥っている F1からの解離ではないという 
ことを確かめるために MgADP 阻害に効果があると言われている LDAO を F1(βY341W)に使用した実験と
MgADP 阻害に陥りにくい GT mutant(βY341W・βT165S・βG181A)を使った実験も行った。LDAO を使用 
した実験とGT mutant(βY341W・βT165S・βG181A)を使用した実験はどちらもF1(βY341W)と同様な結果が得
られた。そのため、MgADP阻害状態に陥っているF1のADPがリン酸により解離しているわけではないと考え
られる。 
 
図5 F1(βY341W)のbi-site条件での結果 
左：ATPの結果。右：ADPの結果。 
20 s付近でヌクレオチド(ATPまたはADP)を加え、100 s付近でリン酸を加えている。 
水色：0 mM Pi, 深紅色：2.5 mM Pi, 緑：10 mM Pi, 紫：50 mM Pi, 黒：100 mM Pi。 
上記の実験からリン酸を加えることで起こる蛍光強度の上昇率を計算し、まとめたのが図６である。 
 
 
 
 
 
 
6. 考察 
MgADP 阻害状態に陥っている F1からの ADP 解離を見ているわけではないと考えられるため、これまでの 
結果を図 2 の回転スキームと照らし合わせてみる。F1(βY341W)で ATP を使った時に見られたリン酸による 
ヌクレオチドの解離が回転スキーム中のどこかでおこっているはずである。後から加えたリン酸により ADP の
解離が起きるためには ADP だけが β サブユニットに結合している箇所がなくてはならない。リン酸先抜け 
モデルには ADP だけが結合しているサイトがあり、後抜けモデルには存在しない。このことから図 2 の回転 
スキームの内、リン酸先抜けモデルを支持する結果となった。 
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図6  bi-site条件での上昇率 
ヌクレオチドを加えた時の蛍光強度の落ち幅を100 %とし、リン酸を加えた後の
蛍光強度の上昇率を計算し、プロットした。 
赤：ATP, 青：ADP, 深紅色：ATP+LDAO, 緑：AMP-PNP。 
